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RESUMEN

Se cuantifico el contenido de compuestos fenélicos de una crema gel elaborada con extracto estabilizado
de los frutos de Passiflora mollissima HBK., con valores de 111,657 *+ 2,823 mg de equivalentes de
acido galico/100 mL muestra (método de Folin Ciocalteu), lo cual permitid establecer una relacion con la
actividad antioxidante con valores de 423,187 + 2,345 pymol Trolox/mL muestra (método DPPH) y valores
de 0,774 + 0,0088 mmol Trolox/mL muestra (método ABTS). Se obtuvieron valores de 11,754 + 0,241
FPS (método in vitro de Mansur).
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Fenolic compounds, antioxidant activity and photoprotective in vitro of cream
gel processed with extract stabilized of tumbo serrano (Passiflora mollissima
HBK.)

ABSTRACT

Content of phenolic compounds in a cream gel made with stabilized extract of the fruits of Passiflora
mollissima HBK., with values of 111,657 + 2,823 mg equivalent gallic/100 mL sampling (Folin Ciocalteu)
acid was quantified, which allowed to establish a relationship with antioxidant activity with values of 423,187
+ 2,345 pmol Trolox/mL sampling (DPPH method) and values of 0,774 + 0,0088 mmol Trolox/mL sampling
(ABTS method). Were obtained FPS values of 11,754 + 0,241 (in vitro method of Mansur).
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Compuestos fenolicos, actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro de una crema gel elaborada con extracto esta-

bilizado de tumbo serrano (Passiflora mollissima HBK)

I. INTRODUCCION

Se han desarrollado numerosos estudios
sobre el efecto de los antioxidantes en la
prevencion del eritema cutaneo, aunque el
espectro de acciéon de los antioxidantes se
superpone con el espectro de accién de la
radiacion UVA (320-400 nm), por lo que la
eficacia fotoprotectora de los mismos no solo
sera determinada por la proteccion frente
al eritema fotoinducido, sino también por la
proteccion sobre los dafios moleculares y
sobre el ADN derivados del estrés oxidativo
generado por la radiacion UV.[Y La sensibi-
lidad del mundo cientifico al dafio generado
por el estrés oxidativo en todos los ambitos
de la salud y el hecho de que la radiacion
ultravioleta sea el agente mas eficaz en
la produccion de dano cutaneo por estrés
oxidativo, hace que actualmente se esté en
una busqueda permanente de sustancias
antioxidantes que actuen tanto por via topica
como sistémica.l>#

Los frutos de tumbo serrano destacan por
su contenido en compuestos fendlicos.5®
En este contexto, los frutos de Passiflora
mollissima HBK representan una fuente
vegetal con activos potenciales para ser
usados como coadyuvante de los fotopro-
tectores solares, debido a su contenido de
polifenoles.®

En el Peru existen escasos estudios so-
bre productos naturales que se utilicen
como fotoprotectores en formulaciones
cosmeéticas. Debido a que el pais tiene una
extraordinaria variedad de recursos natura-
les, se debe aprovechar la oportunidad de
desarrollar productos con valor agregado,
que puedan brindar efectos benéficos o
preventivos frente a enfermedades que
puedan estar relacionadas con el exceso de
exposicion a la radiacion solar.

Il. PARTE EXPERIMENTAL
Muestra

El fruto de tumbo serrano (Passiflora mo-
llisima HBK) fue colectado de la zona de
“Juchanche”, en el distrito de San Lorenzo
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de Quinti, provincia de Huarochiri, departa-
mento de Lima, entre los 150 y 200 msnm;
en enero del 2014.

Obtencién y tratamiento del extracto

Los frutos fueron seleccionados para descar-
tar la materia prima con putrefaccion, partes
blandas y contaminacion visible. Estos fueron
lavados y desinfectados. Luego, se realizé el
pelado y licuado de los frutos con cubos de
hielo (9:1). Se agrega una mezcla de agentes
viscosantes (AYRUEXT22) con extracto de
tumbo serrano (1:4), se deja reposar a 5°C
por 1 hora. Finalmente, se licua y filtra en
una tela de nylon, eliminando las semillas.

Desarrollo de la crema gel?!

Se realizaron ensayos de formulaciones con-
teniendo el 15 % de extracto en el producto
final. Asi también, se ensayaron métodos
de incorporacion de los extractos. La tabla
1 muestra la composicion final obtenida de
la crema gel, asi como el placebo utilizado.

Tabla 1. Composicion cuali-cuantitativa.

CREMA GEL PLACEBO
Extracto de tumbo serrano Mezcla de agentes
15 % viscosantes 15%

Preservantes: Metil-
parabeno, Sorbato
de potasio.

Preservantes:Metilparabeno,
Sorbato de potasio.

Excipientes: Emulgade, Miris-
tato de isopropilo, colageno, Excipientes: Emul-
CMC, propilenglicol, fragancia, | gade, Miristato de
agua. isopropilo, colageno,
CMC, propilenglicol,
fragancia, agua.

Evaluacion de la calidad

Analisis fisicoquimico: Se realiz6 el anali-
sis fisicoquimico de la crema gel tomando en
cuenta el aspecto, colory olor. Se determind
el pH y viscosidad.

Analisis microbiolégico: El analisis mi-
crobiolégico fue determinado siguiendo
las especificaciones como limite maximo;
en referencia a la Secretaria General de la
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Comunidad Andina, segun Resolucion 1482,
para productos comercializados en la Comu-
nidad Andina. Se ha determinado cantidad
de microorganismos aerobios mesdfilos,
mohos y levaduras; y ausencia de S. aureus,
P. aeruginosa y E. coli.

Evaluacion de la irritabilidad in vitro

La evaluacion de la irritabilidad de la crema
gel se desarroll6 mediante el método in vitro
HET CAM observacional o cualitativo segun
Laignier et al® e Inocente et al'?, y el méto-
do in vitro HET CAM TBS con el colorante
Azul de Tripan, segun protocolo INVITOX N°
108" e Inocente et al.l"

Cuantificacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales fue deter-
minado, acondicionando al método descrito
por Mufoz et al (2007)5. Se diluyé la crema
gel, placebo y extracto en agua (1:10); se
tomo una alicuota de 150 L (tres réplicas),
en tubos de ensayo y se agrego 750 uL de
Folin-Ciocalteu; después de 5 minutos de
reaccion se afiadié 600 yL de carbonato de
sodio al 7,5 %, se mezclé e incubé a 50°C/10
min; la absorbancia se obtuvo a 760 nm; en
espectrofotébmetro UV-Vis (Thermo Scientific).
El resultado fue expresado como mg equiva-
lentes de acido galico/100 mL de la muestra.

Evaluacion de la actividad antioxidante
(método DPPH)

Se determind por el método espectrofoto-
métrico frente al radical DPPH(2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) descrito por Inocente et al.l'?
Los resultados se expresan en ymol de
Trolox/mL de muestra. Fueron analizados es-
tadisticamente mediante la prueba t-Student
y ANOVA. Los valores con p>0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
El experimento se realizé por triplicado y los
resultados expresados como valores prome-
dio +/- desviacion estandar.

Evaluaciéon de la actividad antioxidante
(método ABTS)

Se determind por el método espectrofo-
tométrico frente al radical ABTS<+ acido
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2,2’-Azinobis-(3-etibenzotiazolin-6-sulfénico)
descrito por Inocente et al.l'? Los resultados
se expresan en mmol de Trolox/mL de mues-
tra. Fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba t-Student y ANOVA. Los
valores con p>0,05 fueron considerados es-
tadisticamente significativos. El experimento
se realizo por triplicado y los resultados
fueron expresados como valores promedio
+/- con desviacion estandar.

Determinacion in vitro del Factor de Pro-
teccion Solar (FPS)

El factor de proteccion solar (FPS) de la
crema gel, extracto y placebo elaborados
se determinaron siguiendo la metodologia in
vitro descrita por Mansur et al.l"¥ y ajustado
para productos cosmeéticos por Inocente et
alt"a,

lll. RESULTADOS Y DISCUSION
Del analisis fisicoquimico

Los resultados del pH de la crema gel (tabla
2), se encuentran en un rango de pH 5,0
a 7,0, lo cual indica que los productos se
encuentran en condiciones favorables para
la piel humana. Los resultados de la visco-
sidad demuestran la condicion fisica de los
productos, y se enmarcan a la estabilidad y
consistencia.

Tabla 2. Andlisis fisicoquimico de la crema gel

ANALISIS FISICOQUIMICO CREMA GEL
Aspecto Homogénea
Color Crema
Olor Sui generis
pH (25°C) 5,72
Viscosidad cps (25°C) 3457,50

Del analisis microbiolégico

Los resultados correspondientes a S. au-
reus, P. aeruginosa y E. coli,expresaron
AUSENCIA de estos microorganismos; lo
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cual indica que se ha elaborado el producto
en condiciones sanitarias 6ptimas. El limite
maximo permitido para los aerobios mesofi-
los, mohos y levaduras es < 50 x 102 ufc/g.
En la tabla 3 se observa que la crema gel
cumple con las especificaciones.

Tabla 3. Andlisis microbiol6gico de la crema gel.

y laurilsulfato de sodio (LSS) resultan ser
clasificados como IRRITANTES SEVEROS,
segun la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la prueba HET CAM, método
observacional.

PRODUCTO H* L* c* Ll

CREMA GEL >300 | >300 | >300 0

De la evaluacion de lairritabilidad in vitro
(HET CAM observacional)

El indice de irritacién obtenido para la crema
gel clasifica como NO IRRITANTE, pero
los controles de hidroxido de sodio (NaOH)

ANALISIS MICROBIOLOGICO RESULTADO

NaOH (control) 135 12 14 18,14
Numeracion de aerobios mesdfilos <10
ufc/g LSS (control) >300 17 96 12,78
Numeracion de mohos ufc/g <10 *Resultados expresados en segundos

H: Hemorragia L: Lisis C: Coagulacion

Numeracion de levaduras, ufc/g <10 I..: Indice de Irritacion
e e AUSENTE De la evaluacién de la irritabilidad in vitro
Presencia de P. aeruginosa/g AUSENTE (HET CAM TBS)
Presencia de E. coli/g AUSENTE Segun el método, la crema gel clasificd

como NO IRRITANTE en comparacion con
los controles positivos de laurilsulfato de
sodio 1%, hidréoxido de sodio 0,1 N que
clasificaron como IRRITANTE MODERADO
e IRRITANTE SEVERO, respectivamente
(tabla 5y grafico 1).
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Gréfico 1. Curva de calibracion del colorante azul de Tripan en formamida.
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Tabla 5. Resultados del test de HET CAM con el colorante azul de Tripan.

PRODUCTO ABS. PESO membrana (mg) Conc. colorante Moles/mg Colorante absorbido *
CREMA 0,018 63,50 4,550 x 10-7 0,036 + 0,004
Suero fisiolégico 0,023 44,80 6,422 x 10-7 0,072 £ 0,000
NaOH 0,1 N 0,274 97,50 9,452 x 10-6 0,494 £ 0,082
LSS 1% 0,058 60,90 1,853 x 10-6 0,155 £ 0,034

* Resultados expresados en Promedio + DS

De la cuantificacion de polifenoles totales

La crema gel presenta 111,65 + 2,823 mg
equivalente de acido galico/100 mL muestra,
en comparacién con el extracto de 579,324
+ 3,02 mg equivalente de acido galico/100
mL muestra, (grafico 2).
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300.000
200.000
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pmol Trolox/ mL muestra

Gréfico 2. Cuantificacion de polifenoles totales.
De la actividad antioxidante

De acuerdo al método DPPH, se obtuvieron

valores de 423,187 + 2,345 pymol Trolox/mL
muestra en comparacion con el extracto con
882,155 £ 4,690 umol Trolox/mL muestra,
(grafico 3).
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0.000
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Grafico 3. Capacidad antioxidante (método DPPH)

De acuerdo al método ABTS, se obtuvieron
valores de 0,774 + 0,0088 mmol Trolox/mL
muestra para la crema gel 10% en compa-
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racion con el extracto con 1,303 + 0,0079
mmol Trolox/mL muestra, (grafico 4).
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0.264

y

CREMA 10% EXTRACTO 10% PLACEBO 10%
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Grafico 4. Capacidad antioxidante (método ABTS).
Determinacion del FPS de la crema

El fruto de tumbo serrano (Passiflora molli-
sima HBK) brinda una excelente alternativa
para ser utilizado como fotoprotector en
formulaciones cosméticas por poseer en
su composicién compuestos con actividad
bioldgica, los que resaltan sustancias an-
tioxidantes, como compuestos fendlicos y
betacarotenos!® 4.

Se obtuvieron valores de FPS de 11,754 *
0,241 para la crema gel y 21,820 £ 0,298
para el extracto, (grafico 5).

— 21.820

20.000

15.000 11.754
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Gréfico 5. Valores de FPS en la crema gel.
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La actividad fotoprotectora de una formula-
cion no solo se debe a los filtros (sintéticos
o naturales) que puedan estar presentes; si
no también los excipientes pueden aportar
un efecto fotoprotector a la férmula, ya que
algunos de ellos absorben radiacion en el
rango UV, Con estas consideraciones se
establecio utilizar una misma base para la
formulacién y placebo, para poder compa-
rar los resultados de FPS, asi también los
espectros de los mismos.

Por razones econémicas, practicas y éticas,
se adopté un método in vitro para la deter-
minacion del FPS. Este método es seguro
y posee buena correlacién con resultados
obtenidos in vitro en estudios previos!'®.

Se determind el SPF in vitro de la crema gel
por el método de Mansur et all'®. El presente
estudio evalua el SPF de fotoprotectores en
el rango de 290 a 320 nm (rango UVB), mas
no en el rango UVA ni UVC, debido a que el
método descrito de Manzur no abarca todo
el rango ultravioleta (200 a 400 nm); sin em-
bargo, cabe mencionar que en Australia, las
autoridades competentes en la materia han
desarrollado un método fotométrico, mas
conocido como método australiano (SAA)
para efectuar un calculo estimado del SPF
frente a la radiacion UVA. '8,

Se realizaron diluciones de la crema gel en
etanol absoluto hasta obtener la concentra-
cién de 0,2 mg/mL. Las diluciones fueron so-
metidas a analisis espectrofotométrico en las
longitudes de onda de 290, 295, 300, 305,
310, 315 y 320nm. Los valores obtenidos
se utilizaron en la ecuacion elaborada por
Mansur!’®l. Este método mostré ser rapido,
de facil ejecucion y con resultados de baja
desviacion estandar.

Tomando como referencia el reglamento
Técnico Mercosur sobre protectores solares
en cosméticos!'”], se establece que una for-
mulacién debe tener valores de SPF 6 como
minimo para ser considerado fotoprotector.
Por tanto, las formulaciones elaboradas con
extracto de tumbo serrano estarian conside-
radas dentro de este grupo. El extracto de
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tumbo serrano ha mostrado un mayor SPF
relacionado con la cantidad de compuestos
fendlicos presentes, lo cual justifica su inclu-
sién en productos fotoprotectores.

IV. CONCLUSIONES

Se establecidé parametros de la calidad
fisicoquimica, microbiolégica y seguridad
(irritabilidad) de la crema gel con extracto
estabilizado de tumbo serrano. La crema
gel contiene compuestos fendlicos con valor
de 111,657 + 2,823 mg equivalente de acido
galico/100 mL muestra y denota actividad
antioxidante con valores de 423,187 + 2,345
pgmol Trolox/mL muestra(método DPPH) y
0,774 + 0,0088 mmol Trolox/mL muestra
(método ABTS). La crema gel denota valores
de factores de proteccién solar (FPS) de
11,754 £ 0,241. Se concluye que la crema
gel posee propiedades antioxidantes y factor
de proteccion solar acorde a las exigencias
normativas.
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